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Nouveaux di saccharides formes de motifs aWtructure acide D- 


glucuronique et D- glucosamine et procede pour leur 
ration 


prepa- 


10 


15 


L'invention est relative a de nouveaux d i sacchar i des 
formes de motifs a structure acide D-g \ ucu ron i q ue et D- 
glucosamine et a un proc£de pour leur preparation. 

Elle concerne plus part i cu 1 i erement des d i sacchar i des 
formes de motifs S structure acide D- glucuronique et N-acyl 
D-g 1 ucosami ne . 

Ces d i sacchar i des r^pondent h la formule (I) suivante 


HO 



(I) 


OR 


NHR 


1 



IS 


25 


30 


dans laquelle les diff§rents substituants presentent les 
significations suivantes : 

R repr§sente un radical acyle, en particulier un radical 
ac§tyle, 

un radical altphatique ou aromatique , notamqient alcoyle,.de 1 
a 4 atomes de carbone, en particulier un radical methyle, 
un atome d'hydrogene, un radical alcoyle de 1 a 4 atomes 
de carbone, en particulier un radical met hy le , 0 u un cation metal 
; lique, en particulier un metal alcalin, plus speciale- 
ment du sodium, 
et R 3 repr6sentent un anion, § ventue 1 1 emen t sous forme 
de sel avec un cation organique ou mineral et , dans ce 
dernier cas, en particulier un groupe sulfate sal i f i 6 par 
un cation d'unm§tal alcalin, plus sp§cialement du sodium. 
Dans une famille pr£f6r§e de d i sa.ccha r i de s de l'inven- 
tion, les radicaux R2 et R^ repr§sentent des groupes 
- S0 3 "Na + et A reprSsente Na + . 

D'une mani£re avantageuse, la sSquence di sacchar i d ique 
de l'invention se retrouve dans des fragments ou des fractions 
d'hSparine ou d'heparanne -su 1 f ate poss§dant notamment une acti- 
vity spficifi'que anti-Xa (Yin et Wessler) plus §lev§e que 


t 
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celle de l'htparine et une activity ant i coagu 1 ante globale, 
mesurte selon le titre USP, plus faible. 

On rappelle que les titres Yin et Wessler et USP sont 
dtfinis notamment dans la demande de brevet FR n° 78 31857 
5 du 6 novembre 1978 au nom de la Demanderes se . 

Les produits de l 1 invention sont done part i cu 1 i trement 
inttressants en tant qu 1 i ntermtd i a i res de synthase pour 
l'obtention de produits douts d'activitt dans des tests de 
coagulation sptcifiques de certains facteurs .et plus specia- 
1 0 lement du facteur Xa . 

lis sont §ga 1 ement a vant ageusemen t utilisables comme 
produits de rtftrence pour I'ttude de ce type de structure. 

Conformtment au procedt de l'invention, les disaccha- 
rides dtfinis ci-dessus sont prtpares par reaction d'un 
15 monosaccharide S structure acide D- glucuronique avec un mono- 
saccharide cl structure N-acy 1 - D-g 1 ucosami ne rtpondant aux 
caracttristiques suivantes. 

Dans ces composts de depart, toutes les positions 
sont bloqutes excepts celles devant intervenir pour I'ttablis- 
sement de la liaison g 1 ycos i d i que . 

Pour 1 ' ttab 1 i ssement d'une liaison 1,4 on a recours 
a un monosaccharide possedant un groupe rtactif en position 
1 et 3 un autre monosaccharide comportant en position 4 un 
groupe capable de rtagir avec le groupe rtactif ci-dessus. 

Les halogtnures du compost a structure acide glucuro- 
nique ttant aistment accessibles, on base a van tageu semen t 
la condensation sur la reaction entre l'halogenure du 
ompost en question et l'alcool du disaccharide a structure 
-glucosamine. Les autres positions de ces monosaccharides 
sont bloqutes par des groupements n ' i ntervenant pas dans 
la reaction de condensation, compatibles entre eux et tli- 
minables soit 3 la fois, soit par sequence pour introduire les 
groupements fonctionnels dtsirts ou libtrer certains groupe- 
ments -OH. Les positions destintes a etre substitutes par 
des anions, en particulier par des groupes sulfate, sont avan- 
tageusement substitutes par des groupes benzyle et celles qui 
seront occupees par des groupes -OH sont alors substitutes 
par des groupes acttyle. 


20 
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Selon un mode prSferS de realisation de 1 1 i n ven t i on , 
on fait r§agir les monosaccharides de formules (II) et 
(III) 

COOA 


AcO 




dans lesquelles : 

A represente un groupe alcoyle ; 

R.^ et R presentent les significations - 

donn§es ci-dessus, Ac represente un groupe acetyle et X 
un atome d'halog^ne, les conditions mises en oeuvre, en 
particulier de concentration en r§actif, de duree et de 
temperature 6tant choisies pour realiser la condensation 
d§s i r§e . 

On traite ensuite le disaccharide resultant afin 
d'introduire tout d'abord les anions souhaites en positions 
3 et 6 du motif a structure glucosamine. Lorsque ces 
anions sont en place, on proc£de alors a 1 1 § 1 i mi nat ron des 
groupements ac§tyle en positions 2, 3 et 4 du motif a struc- 
ture acide g 1 ucuron i que , avantageusement en utilisant une 
base forte, ce qui permet egalement, au cours de la meme 
§tape, de salifier les groupes anioniques en positions 3 et 
voques ci-dessus et le groupe carboxyle du motif acide 
lucuronique . 

Les produits i nterm§d i a i res mis en oeuvre dans ce pro- 
c§d§ sont nouveaux et en tant que tels entrent dans le cadre 
de l'invention. Ces produits presentent l'avantage de 
constituer des prScurseurs de s§quence de base de l'h§parine 
ou de 1 1 heparanne-su 1 f ate . 

D'autres caract§r i st i ques et avantages de l'invention 
apparaitront dans les exemples qui suivent. Les formules des 
composes dont question dans ces exemples sont representees 
sur la figure unique dans laquelle les numeros indiques 
correspondent a ceux utilises dans les exemples pour 
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designer les memes composes. Les symboles 
figures ont les significations suivantes: 
Me = methyle, Ts = tosyle. 


utilises dans ces 
Ac = ac§tyle ; 


5» 


EXEMPLE 1 

Synthese du monosaccharide 5 ou methyl 2-acetamido-3- 
6-di-0-benzyl-2-desoxy- a -D-glucopyranoside. 

Cette synthese est effectuee selon les 4 etapes suivan- 
tes a partir du monosaccharide l_ prepare selon la techni- 
que de A. Neuberger, Journal of Chemical Society 1941, 
pages 50-51 : 

1 - benzylation du groupe -OH en position 3. 

2 - elimination du radical benzylidene aux fins de libera- 

tion des groupes -OH en positions 4 et 6. 

3 - tosylation du groupe -OH en position 6, 

4 - benzylation du groupe -OTs en position 6. # 
Etape 1 : reaction de benzylation. 

A une solution du compose JL (6,5 g, 20,10 mM) dans le 
dimethylf ormamide (120 ml) , on ajoute de l'hydroxyde de 
baryum octa-hydrate (3,6 g) et de I'oxyde de baryum (16 g) . 
Apres 10 minutes d' agitation a temperature ambiante, du 
bromure de benzyle (4,5 ml) est ajoute goutte'a goutte. La 
reaction se poursuit pendant toute une nuit. Apres dilution 
par du chloroforme (100 ml), le melange reactionnel est 
filtre sur Celite. Le filtrat est concentre a sec, on ob- 
tient ainsi un residu blanc dont l'analyse en chromatogra- 
phic sur couche mince indique qu'il contient un seul pro- 
duit, a savoir le derive 2, qui sera engage tel quel, dans 
1 ' etape suivante • 

Etape 2 : elimination du groupe benzylidene. 

Le residu obtenu ci-dessus est dissous dans un melange 
methanol (370 ml) et d'eau (130 ml) . A cette solution, 
ajoute de l'acide paratoluene sulfonique monohydrate 
(3 g) , puis on porte le melange a reflux pendant une heure. 
Apres ref roidissement , la majeure partie du methanol est 
evaporee, puis de l'eau (250 ml) est ajoutee. Apres lavage 
par une faible quantite de chloroforme (100 ml), la phase 
aqueuse est soumise au traitement suivant : 

1°) precipitation des sels de baryum avec de l'acide 
sulfurique ; 

2°) filtration du sulfate de baryum forme ; 



3°) elimination de l'exces d'acide a l'aide d'une resi- 
ne IRA 45 (OH~) . 

Apres elimination de la resine et concentration, on 
obtient un residu legerement jaune (5,7 g) , a savoir le 
derive 3. Ce derive est engage tel quel dans la preparation 
du compose 4. 

Etape 3 : reaction de tosylation. 

Ce derive _3 est dissous dans un melange de dichloro- 
methane (150 ml) et de DMF (10 ml). A cette solution, on 
ajoute du chlorure de tosyle (5,6 g, 30 mM) , puis de la 
dimethylaminopyridine (121 mg) et enfin de la triethy lamine 
(5 ml). La reaction evolue a l'abri de l'humidite et sous 
courant d'azote sec. 

Apres 18 heures de reaction, on ajoute de l'eau glacee 
puis on abandonne le melange sous agitation pendant 14 heu- 
res environ. 

Le melange reactionnel est ensuite dilue avec du di- 
chloromethane puis la phase dichloromethane est lavee suc- 
cessivement avec de l'acide chlorhydrique 2M, du bicarbo- 
nate de sodium sature, puis avec de l'eau jusqu'a pH neutre. 
Apres sechage sur sulfate de sodium et filtration, le sol- 
vant est evapore. Le residu obtenu est purifie sur une 
colonne de gel de silice (200 g) dilue avec un melange 
acetate d ' ethyle-hexane (4/1, v/v) . 

Les fractions contenant le derive A pur sont regrou- 
pees. 

Apres elimination des solvants, on obtient un residu 
lide (4,6 g) qui est engage directement dans la syn- 
ese du compose _5. 
Etape 4 : reaction de benzylation. 

Le derive _4 obtenu ci-dessus est dissous dans du di- 
me thy If ormamide anhydre (50 ml) . A cette solution, on 
ajoute une solution molaire de benzylate de sodium dans 
l'alcool benzylique (30 ml). Le melange est ensuite chauf- 
fe 3 90°C pendant une heure. Apres ref roidissemen t a tem- 
perature ambiante, le melange est ensuite concentre a sec. 
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35 


II est ensuite repris par du chloroforme (400 ml), la phase 
ch loroformique est lavee avec de l'eau, du.chlorure de 
sodium sature, sechee, puis concentree a sec. 

Le residu est chromatographic sur une colonne de gel 
de silice (200 g, ch loroforme/acetate d'ethyle, 1/1, v/v). 

On obtient ainsi le derive 5 (2,3 g). Le rendement 
par rapport au compose j_ est de 27,6%. 

Le compose 5 est cristallin, PF 149-150°C, (<*)2 0 = 87 ° 
(c=1, chloroforme). L'analyse du spectre infrarouge et 
l'analyse elementaire confirment la structure attendue pour 
le produit 5. 
Exemple 2 

Synthase du d i sacchar i de 1 0 . 

Cette synthase comporte : 

(1) La condensation des derives 5 et 6^ conduisant au 
di saccharide _7 . 

(2) L ' 6 1 i mi na t i on des groupes benzyle conduisant au 
derive 8, 

(3) La sulfatation des groupes -OH du derive 8, 
conduisant au derive 9, suivie de la salification des groupes 
anioniques et de 1 ' 6 1 i mi nat i on des groupes acetyle. 
1°) Synthase du disaccharide 7. 

Cette synthase est effectu§e d partir des mono- 
saccharides 5 et 6. 

L'halogenure _6 est pr6par§ selon la technique de 
G.N. Bollenback et al„, Journal of American Chemical 
^Society, 77 (1955), p. 3312. 

A une solution de monosaccharide 5 (450 mg , 1,1 mM), 
IpJans le d i ch 1 oro§tha ne (30 ml), on ajoute du bromure mercu- 
rique (400 mg , 1,1 mM ) . Apr&s distillation d'environ 10 ml 
de d i ch 1 oro<§thane , on ajoute au melange reactionnel des 
tamis mol§culaires en poudre (4 K) . 

L'halogenure 6 (1,1 g, 2,75 mM ) dans du dichloro- 
§thane (10 ml) est alors ajoute. Apr&s distillation de 
10 ml de di ch loro§thane , le melange reactionnel est aban- 
donne S reflux p"endant environ 14 heures 3 une temperature 
de 90-100°C. Apres ref ro i d i ssement , le melange reactionnel 
est dilue par du d i ch 1 oromethane (100 ml), puis les solides 
sont elimines par filtration sur filtres plisses. La phase 


organique est lavee avec une solution de iodure de potassium 
a 10% (2 x 25 ml), puis avec une solution de bicarbonate 
de sodium a 5% (2 x 25 ml) et enfin avec de I'eau jusqu'a 
pH neutre. Apres s§chage sur sulfate de sodium, filtration 
et concentration, le residu est purifie sur une colonne de 
gel de silice (150 g), dilue, success i vement, avec trois 
melanges acetone-ether (1/5 puis 1/4, puis 1/2, v/v). 

On obtient ainsi le disaccharide _7 pur ( 390 mg ) sous 
forme de cristaux. PF = 189-190°C ; (aj^g = ■+ 60° (c=0,4 
ch lorof orme ) . Le spectre infrarouge, de meme que le spectre 
RMN et l f analyse eiementaire, confirment la structure atten- 
due . * 

2°) Synthase du disaccharide 8. 

A une solution du derive 7^ (100 mg ) dans le methanol 
(20 ml), on ajoute du catalyseur (Pd/C, 5%, 100 mg ) et on 
agite la suspension ainsi obtenue sous courant d'hydrog£ne 
pendant 3 jours . 

Le catalyseur est ensuite eiimine pa r *f i 1 1 rat i on . 
Apr£s Evaporation, on obtient un r§sidu (73 mg , 97%) cons- 
titu6 par le disaccharide 8. Le spectre de RMN confirme la 
structure attendue pour ce compose. 

On notera que le disaccharide 8 est le precurseur 
du motif de base de l'heparanne - sulfate. II suffit pour le 
d§prot6ger de le soumettre a une reaction de saponification, 
comme rapportee ci-apr£s pour I'obtention du derive 10 a 
part i r du derive . 
3°) Synthase du disaccharide 1 0 » 

A une solution du compost 8 (70 mg ) dans le dimethyl- 
ormamide (2 ml), on ajoute l'agent de sulfatation (complexe 
trimethylamine-sulfure-trioxyde) (75 mg ) . Apr§s une nuit, 
on procede 3 une nouvelle addition de complexe (35 mg ) . 
Apr£s 6 heures, la reaction est terminee, le melange est 
evapore a sec, repris par du chloroforme, neutralist avec 
de la tr i ethy 1 ami ne et evapore. 

Une chromatograph ie sur colonne de gel de silice 
(20 g, methanol /ch 1 orof orme , 1/2, v/v) permet d'isoler le 
derive 9 sulfate pur qui se presente sous forme de poudre 
blanche. Ce derive est engage directement dans la synthase 
du disaccharide deprotege 10. 
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A une solution du derive 9 (71 mg ) dans le methanol 
(9 ml), on ajoute de l'eau (4 ml) puis.goutte a goutte, une 
solution de soude 1 M (1 ml). Apres 4 heures d'agitation a 
temperature ambiante, le melange reactionnel est passe sur 
une colonne d'Amberlite IR 120 H + . La solution ainsi obtenue 
est neutralisee puis les sels sont elimines par passage sur 
une colonne de Sephadex G25 diluee avec de l'eau. Les frac- 
tions contenant le di saccharide sulfate sont regroup§es. 

Apr§s lyophi 1 i sation , on obtient le derive j_0 sous 
forme d'une poudre blanche (46 mg ) (cOon = 34,5° (c=1, eau). 

L'analyse conductimetrique indique pour ce derive 
un rapport su 1 f ate/carboxy 1 e egal a 2. L'analyse elementaire, 
de meme que l'analyse en RMN du carbone 13, confirment la 
structure attendue pour ce produit. 
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' REVEND I CATION 

Disaccharides formes de motifs a structure 
acide D-glucuronique et D-glucosamine, caracterises en 
ce qu'ils repondent a la formule : 


COOA 




(I) 


dans laquelle les differents substituants presentent les 
significations suivantes : 

R repr<§sente un radical acyle, en particulier un radical 

R represente un radical acyle, en particulier un radical 
ac§ty 1 e , 

R 1 un radical aliphatique ou aromatique , notamment alcoyle, de 1 
a 4 atones de carbone, en particulier. un radical methyle, 

A un atome d'hydrogene, un radical alcoyle del a 4 atomes 
de carbone, en particulier un radical methy 1 e , ou un cation 
metallique, en particulier un metal alcalin, plus spSciale- 
ment du sodium, 

R 2 et R 3 re P r esentent un anion, eventue 1 1 ement sous forme 
de sel avec un cation organique ou mineral et, dans ce 
dernier cas, en particulier un groupe sulfate salifie par 
un cation d'unm^ta 1 alcalin, plus sp§cialement du sodium. 
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RE VEND I CAT ION 


Disaccharides formes de motifs a structure 
acide D-glucuronique et D-glucosamine , caracterises en 
ce qu'ils repondent a la formule : 



HO " ' 



(I) 


»H 

dans laquelle les differents substituants presentent les 
significations suivantes : 

R represente un radical acyle, en particulier un radical 

R represente un radical acyle, en particulier un radical 
acety 1 e , 

R 1 un radical ali.phatique ou aromatique , notamment alcoyle, de 1 
a 4 atomes de carbone, en particulier. un radical methyle, 

A un atome d'hydrogene, un radical alcoyle de 1 a 4 atomes 
de carbone, en particulier un radical methyl e ,ou un cation 
metallique, en particulier un metal alcalin, plus speciale- 
ment du sodium, 

R 2 et R 3 representent un anion, e ventue 1 1 ement sous forme 
de sel avec un cation organique ou mineral et, dans ce 
dernier cas, en particulier un groupe sulfate salifie par 
un cation d'unmetal alcalin, plus spec i a 1 ement du sodium. 
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